aM.TRA Tema: N
UNIMEP “Ambiente e Sustentabilidade”

08 2a10/11 de 2011

Q

19 Congresso de I niciagéo Cientifica

ESTUDO DO EFEITO COMBINADO PH, CONCENTRACAO DE iONSCALCIO, POPULACAO
BACTERIANA MISTA E TEOR ALCOOLICO NO PROCESSO DE FLOCULACAO DE
LEVEDURASISOLADAS DO PROCESSO DE FERMENTACAO ALCOOLICA

Autor (es)

CAMILA PADOVAN BAPTISTA

Orientador (es)

VALMIR EDUARDO ALCARDE

Apoio Financeiro

FAPIC/UNIMEP

1. Introdugéo

A floculagdo é um fendbmeno apresentado por leveduras, as quais se unem em agregados denominados flocos constituidos por vérias
células. A ocorréncia da floculacgo na fermentacdo alcodlica pode ser causada pela presenca de linhagens floculentas do género
Saccharomyces e por bactérias contaminantes. Nas usinas de dcool a contaminacdo bacteriana é considerada a principal responsavel
pelafloculacdo do fermento (ALCARDE, 2001).

Na fermentac&o alcodlica para se acancar a méxima conversdo do aglicar em etanol e didxido de carbono € essencial que alevedura
permaneca suspensa no mosto em contato com o substrato (SANTOS, 1991). No entanto, em determinadas circunsténcias as células
de levedura tendem a aglomerar-se e formar flocos que podem se separar do meio de cultura por sedimentacdo, quando se depositam
no fundo da dorna, ou por flotagdo, quando o agregado se dirige para a superficie por meio de bolhas de gés (STRATFORD, 1996). A
remogao precoce das células dispersas provoca reducdo do rendimento e aumento do tempo de fermentagéo.

O mecanismo através dos quais as bactérias exercem efeito direto na floculagdo de leveduras ndo esta totalmente esclarecido. Na
floculacdo de leveduras floculentas 0 modelo mais aceito € o "modelo das lectinas’, proposto por MIKI et a. (1982). Este modelo
propde a ocorréncia de uma ligacdo especifica entre as proteinas (lectinas) de células floculentas e os receptores de manana da parede
celular de céulas adjacentes, requerendo ainda a presenca de ions célcio, cuja fungdo € a de manter as lectinas em sua conformagdo
ativa

Para que afloculacdo se desenvolva € necessaria a presenca de ions calcio e aagitacdo da suspensdo de células (STRATFORD, 1989).
A mudanca do pH acarreta um efeito profundo na floculagdo (CALLEJA, 1987). ALCARDE (2001) observou que a presenca de
etanol no meio apresentou efeito inibitdrio no processo de flocul aco.

2. Objetivos

* Verificar as condigdes de ocorréncia da floculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae através do efeito combinado do pH,
concentracdo de ions calcio, populagéo bacteriana mista contaminante e teor alcodlico no processo de producdo de acool, simulando
0 gue ocorre no processo industrial.



* Investigar o mecanismo de floculag&o entre leveduras e bactérias.

3. Desenvolvimento

Para este estudo foi utilizada alevedura Saccharomyces cerevisiae (FT 134 L). Parareativacdo das células de levedurafoi utilizado o
meio de cultivo liquido YEPD (extrato de levedura-1,0%,; peptona-1,0%; dextrose-2,0%).

As culturas de bactérias utilizadas nos experimentos foram: Lactobacillus fermentum (FT282B), Lactobacillus plantarum (FT025B),
Lactobacillus fructivorans (FT091B), Bacillus subitilis e Bacillus coagulans como uma populagdo mista destes microrganismos. Para
a reativacdo e crescimento das culturas de Lactobacillus foi utilizado o meio de cultivo "De Man, Rogosa, Sharp” - MRS Difco
0881-01-3. E paraareativacdo e crescimento das culturas de Bacillus foi utilizado o meio de cultivo NB (Nutriente Liquido).
Asleveduras e as bactérias foram cultivadas em caldo YEPD e MRS/NB por 24-48 horas a 300C, utilizando como in6culo 1% de um
cultivo de 24 horas em caldo. Ap6s o crescimento, as células foram centrifugadas a 3600 G/10 minutos/4oC e lavadas duas vezes com
solucéo de Na2EDTA 0,025M, sendo posteriormente ressuspendida em agua deionizada, em tampao Tris-HCI 10-1M, pH 7,0-7,5 e
agua destilada. Para os testes de floculagdo as culturas de bactérias foram misturadas em propor¢fes iguais para compor a populagdo
mista destes microrganismos.

Para os testes de floculagdo foi utilizada cultura de levedura com concentracdo de 10% v/v, com uma populacéo entre 1 a 5,0 x 108
células de levedura/mL. Os testes de floculagdo foram conduzidos com populagdo superior a 1,0 x 108 células de bactéria/mL.

Os testes de floculagdo foram realizados de acordo com 0 método de STRATFORD & KEENAN (1988), adaptado para a utilizacgo
de suspensdes mistas de leveduras e bactérias. Este método basei a-se na vel ocidade de sedimentacdo e clarificacdo do sobrenadante da
suspensdo de microrganismos. Desta forma adicionou-se a tubos de ensaio (16 x 150 mm) 3 mL da suspens&o de leveduras, 3 mL da
suspensdo de bactérias e solugdo de CaCl2 5x10-2M em quantidade suficiente para se obter uma concentragdo final de 1x10-2M. A
seguir os tubos foram agitados manualmente por 2 minutos, mantido em repouso por 10 minutos e depois, com auxilio de um
pipetador automético, coletou-se 3 mL da amostra do sobrenadante, medindo-se sua absorbancia em espectrof otdmetro a 600nm.
Para se verificar o efeito combinado do pH, presenca de ions e teor alcodlico no processo de floculagdo, foram realizados testes de
floculagdo na condicdo de pH 4,5 e pH 3,0 na presenca de Ca++ - 400 ppm e 800 ppm, e na presenca de 10% de & cool.

4. Resultado e Discussao

Para interpretacéo dos resultados utilizou-se a padronizag&o de acordo com Santos (1991), considerando fortemente floculante (+++)
as espécies bacterianas que proporcionaram uma leitura da absorbancia inferior a 0,25, mediamente floculante (++) as leituras entre
0,25 a 0,40, fracamente floculante (+) as bactérias que proporcionaram leitura entre 0,40 a 0,65 e como né&o floculante (-) as leituras
(absorbancia) superiores a 0,65. Os testes de floculagéo estéo apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabelal

Os resultados obtidos indicam que Lactobacillus fermentum (FT282B), L. plantarum (FT025B), Bacillus coagulans e B. subitilis
suspensos em tampdo Tris-HCI 10-1M, pH 7,0-7,5, apresentaram capacidade de provocar a floculaggo da levedura Saccharomyces
cerevisiae (FT134L). O Lactobacillus fructovarans ndo apresentou capacidade floculante.

Os resultados da floculagdo de uma populacdo mista de bactérias, contendo Lactobacillus e Bacillus tem poder de flocular alevedura
Saccharomyces cerevisiae (FT134L), na presencade ions célcio, pH 7,0-7,5 e auséncia de dcool no meio.

Tabelas2e3

Com base nos resultados obtidos, o efeito do aumento do teor de célcio de 400 ppm para 800 ppm em meio com presenca de 10% de
teor alcodlico influenciou a capacidade floculante da populagdo mista de bactérias e da levedura testada.

Em meio apresentando pH 3,0, 0 aumento do teor de calcio parece ndo influenciar no grau de floculagdo, que resultou em nao
floculante para 400 ppm e 800 ppm, néo teve efeito promotor da floculagdo porém aleitura da absorbancia diminuiu com o acréscimo
de célcio (800 ppm). Jaem pH 4,5 a adicdo de ions célcio teve efeito estimulante no processo de floculagdo, o grau de floculagdo
identificado como ndo floculante a 400 ppm Cat++ apresentou-se como fracamente floculante em 800 ppm Cat++.

Em meio definido por 400 ppm de célcio adiminui¢cdo do pH de 7,0 para 3,0/4,5 e 0 aumento do teor alcodlico de 0 para 10% tiveram
efeito inibidor na floculagdo, uma vez que a leituras de absorbancia encontradas para populaco mista de bactérias foi superior as
leituras de absorbancia obtidas quando nédo havia a presenca de etanol e o pH era neutro no meio de analise.

5. Consider agdes Finais




Neste trabalho constatou-se que a combinacdo de populagdo mista de bactérias, teor alcodlico, pH e concentragdo de ions cécio é
capaz de provocar afloculagdo da levedura Saccharomyces cerevisiae em determinadas situacoes.

Em pH 3,0 e com 10% de dcool, a populagdo mista de bactérias ndo apresentou efeito floculante frente a levedura, mesmo com a
adicdo de ions célcio. Porém em meio com pH 4,5 contendo 10% de teor acodlico, a floculagdo foi intensificada pela adicéo de ions
cécio. Asssm em concentracdo de calcio de 400 ppm ndo houve floculagdo, mas com o aumento da concentracdo de ions calcio para
800 ppm a leitura da absorbancia diminuiu indicando o ocorréncia da floculagéo.
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Anexos

Tabela 2. Capacidade floculante da populagdo mista de bactérias frente a
levedura FT134L, considerando o efeito combinado do pH 3,0; concentragéo de

ions calcio - 400 e 800 ppm e teor alcodlico - 10% na floculagéo

I pH 3,0 Teor alcodlico |  Grau de
Leitura (A) (%) Floculagao
600 nm
"Teor de fons de | 0.805 10 | :

Calcio 400 ppm
Teorde ions de | 0.727 10 -
Calcio 800 ppm |




Tabela 1: Capacidade floculante de bactérias e da populagao mista de bactérias
frente a levedura FT134L, em tampéo Tris-HCI 10™'M, pH 7,0-7,5

Microrganismo Teor de ions Teor Leitura | Graude
de alcodlico (A) floculagao |
Calcio (ppm) (%) 600 nm
L. fermentum (FT282B) 400 - 0.319 ++
L. plantarum (FT025B) 400 - 0.377 ++
| L. fructovarans 400 - 1.202 -
[B: coagulans 400 - 0.444 +
B. subitilis 400 - 0.409 ik
Populacao mista de 400 . 0.488 +
bactérias

Tabela 3: Capacidade floculante da populagio mista de bactérias frente a

levedura FT134L, considerando o efeito combinado do pH 4,5; concentragao de

ions calcio - 400 e 800 ppm e teor alcodlico - 10% na floculagao

pH 4,5 | Teor alcodlico Grau de
Leitura (A) (%) Floculagao
600 nm
Teor de ions de 0.650 10 =
Calcio 400 ppm
Teor de ions de 0.599 10 +

Calcio 800 ppm




